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基础 研究 


新 生 大 妃 缺 氧 缺 血 性 脑 损 伤 TLR4 表 达 及 与 细胞 凋 亡 的 关系 
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摘要 :目的 通过 检测 TLR4 在 新 生 大 鼠 缺 氧 缺 血性 脑 损 伤 (HIBD) 中 表达 变化 ,并 与 凋 亡 情况 对 比 ,研究 TLR4 在 新 生 儿 缺 氧 缺 


血性 脑 损伤 发 病 机 制 中 的 作用 ,为 临床 的 进一步 研究 提供 客观 的 实验 依据 。 
验 组 和 对 照 组 各 40 只 。TUNEL 法 检测 脑 组 织 细 胞 凋 亡 状况 ,免疫 组 化 SP 法 检测 TLR4 表 达 变 化 。 台 


方法 选取 80 只 7 d 龄 新 生 健康 大 鼠 , 随 机 分 为 实 
结果 细胞 凋 亡 缺 氧 缺 血 术 


后 6h 阳 性 率 上 升 ,至 24 h 达 到 高 峰 ,72 h 和 7 d 表 达 下 降 。TIR4 实 验 组 于 缺 氧 缺 血 6h 即 出 现 阳 性 表达 ,12 h 表 达到 峰值 ,24h 
无 明显 变化 ,72 h 和 7 d 表 达 下 降 。 实 验 组 与 对 照 组 在 各 时 间 点 比较 差异 均 有 统计 学 意义 (P<0.05)。TLR4 与 细胞 凋 亡 呈 正 相 
关 (r=0.452)。 结 论 新 生 大 鼠 缺 氧 缺 血性 脑 损伤 组 织 中 TLR4 高 表达 ,可 能 促进 细胞 凋 亡 发 生 ,在 脑 损害 的 形成 过 程 中 起 到 了 


重要 的 作用 。 
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The correlation between TLR4 expression and apoptosis of hypoxic ischemic brain 


damage in neonatal rats 
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Abstract: Objective To investigate the role of TLR4 in HIBD by observing the change of TLR4 expression and cell apoptosis 
after hypoxic-ischemic brain damage (HIBD)in a neonatal rat model, and provide an experimental foundation for the futher 
clinical research. Methods A total of 80 7day postnatal Sprague-Dawley rats were randomly divided into experimental group 


(n=40) and control group(n=40). The expression of TLR4 was tested by immunohistochemistry, the apoptotic hippocampus cells 
were tested by TUNEL. Results The cell apoptosis and the expression of TLR4 increased at HI 6 h, and achieved the hightest 
increases at HI 12 h, and it continued to maintain the high level in HI 24 h, then decreased at HI 72 h .HI7 d group. There were 
significant differences of positive rate at different times compared with control group(P<0.05). There was a positive correlation 
between apoptosis and TLR4(r=0.452) in rats with hypoxic-ischemic brain damage. Conclusion TLR4 over expressed in HIBD 


can promote cell apoptosis, and play an important role in the pathogenesis of HIBD. 
Key words: neonatal rats; hypoxia-ischemia; brain damage; TLR4; apoptosis 


新 生 儿 缺 氧 缺 血性 脑病 (HIE) 是 由 围 生 期 各 种 因 


普遍 关注 的 热点 问题 。 近 年 来 国内 外 对 新 生 儿 缺 氧 缺 


素 引 起 的 部 分 或 完全 性 缺 氧 , 脑 血 流量 减少 或 暂停 而 导 
致 的 胎儿 和 新 生 儿 的 脑 损伤 ,多 见于 足 月 儿 , 导 致 不 可 
道 的 脑 损伤 ,是 新 生 儿 死亡 和 继 发 智力 障碍 .脑瘫 等 伤 
残 的 主要 原因 之 一 ,新 生 儿 HIE 发 病 率 为 (1~80)/1000， 
在 这 其 中 10%~20% 在 新 生 儿 期 死亡 ,存活 的 25%~30% 

可 能 会 留 有 远 期 神经 发 育 后 遗 症 , 以 致 严重 威胁 新 生 儿 
的 生命 健康 ,给 家 庭 和 社会 造成 了 沉重 的 负担 ,也 使 产 
科 和 儿科 医师 面临 着 极 大 的 压力 "。 缺 氧 是 发 病 的 核 
心 , 其 中 国生 期 窒息 是 最 主要 病因 已 被 广泛 接受 2 , 它 
的 发 病 机 制 干预 策略 和 影响 远 期 预后 的 研究 ,一直 是 
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血性 脑病 的 基础 和 临床 进行 了 大 量 的 研究 ,但 目前 仍 未 
取得 突破 性 进展 ,临床 上 也 无 特异 的 治疗 方法 %。 因 此 ， 
致力 于 新 生 儿 缺 氧 缺 血性 脑病 的 发 病 机 制 研究 有 着 韭 
常 重要 的 临床 意义 。 这 次 研究 通过 观察 TLR4 在 新 生 
大 鼠 缺 气 缺 血性 脑 损伤 (HIBD) 模 型 中 表达 变化 ,并 与 
凋 亡 情况 对 比 , 探 讨 其 在 新 生 儿 缺 氧 缺 血 性 脑 损 伤 发 病 
机 制 中 的 作用 ,为 新 生 儿 缺 氧 缺 血 性 脑病 防治 提供 理论 
依据 。 


1 资料 与 方法 
1.1 实验 对 象 
研究 对 象 选取 80 只 健康 新 生 7 d 龄 SD 大 鼠 , 无 性 
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别 选择 ,体质 量 12~15 g, 完 全 随机 方法 分 为 实验 组 对 
照 组 各 40 只 ;再 将 2 组 大 鼠 随 机 分 为 6 、12、24.72 h、7 d 
组 ,每 组 8 只 ,分 别 于 大 鼠 足 部 贴 上 标签 。 
1.2 方法 与 观察 指标 

参照 Rice 法 "7 日 龄 大 鼠 建立 缺 氧 缺 血 性 脑 损 伤 模 
型 ,将 实验 组 大 鼠 的 左 侧 颈 总 动脉 结扎 ,并 置 于 8%O:+ 
92%N;, 的 毛 氧 混合 器 环境 2 h, 建 立 实验 动物 模型 。 对 
照 组 仅 分 离 左 侧 颈 总 动脉 ,不 予 结扎 和 缺 氧 处 理 。 分 别 
于 术 后 6.12.24.72 h 和 7 d 对 2 组 大 鼠 行 心脏 灌注 , 断 
头 取 脑 制作 成 石蜡 标本 ,显微镜 下 观察 标本 变化 情况 ， 
TUNEL 法 检测 脑 组 织 细胞 凋 亡 状 况 , 免 疫 组 化 SP 法 检 
测 TLR4 表 达 变 化 ;记录 2 组 大 鼠 的 一 般 情况 、 体 质量 、 
行为 学 变化 等 。 
1.3 统计 学 分 析 

采用 SPSS17.0 进 行 统计 学 处 理 ,全 部 结果 用 均 数 二 


标准 差 表 示 。 实 验 组 和 对 照 组 差异 有 无 统计 学 意义 采 
用 两 独立 样本 1 检验。 


表 1 实验 组 与 对 照 组 大 脑 皮质 区 凋 亡 细胞 阳性 率 比较 (n=40, zy) 


2 结果 
2.1 实验 组 动物 体质 量 \ 行 为 学 改变 及 病理 变化 
实验 组 体质 量 增长 明显 慢 于 对 照 组 ,有 显著 差异 。 
缺 氧 缺 血 后 新 生 大 鼠 出 现 程度 不 等 的 行为 变化 ,如 躁动 
不 安 .全身 发 绀 .四 胶 强 直 抽 动 。HE 染 色 : 缺 氧 缺 血 后 
6h 左 侧 脑 神经 细胞 水 肿 和 少量 局 灶 性 坏死 ; 缺 血 缺 氧 
后 18~24 h, 左 侧 皮 质 脑 组 织 坏死 面积 逐渐 增 大 ,24~48 
h 可 见 大 面积 坏死 。72 h 可 见 界限 清楚 的 坏死 灶 。 
2.2 细胞 凋 亡 阳 性 率 在 脑 损伤 过 程 中 的 表达 变化 
实验 组 细胞 凋 亡 阳性 表达 率 随 时 间 变 化 动态 变化 ， 
6 了 开始 表达 ,此 后 逐步 上 升 ,24 h 达 到 峰值 ,3 d 细 胞 调 
疡 阳性 率 下 降 。 对 照 组 细胞 凋 亡 阳性 率 各 时 间 点 无 明 
显 变化 。 实 验 组 与 对 照 组 在 6.12.24.72 h、7 d 5 个 观 
察 时 间 点 比较 均 有 统计 学 意义 (P<0.05, 表 1)。 实 验 组 
12h 和 24 了 h 相 比 P>0.05, 其 余 实验 组 各 时 间 点 间 两 两 比 
较 P<0.05。 在 阴性 对 照 图 片 中 ,未 见 阳性 细胞 。 


分 组 6h 12h 24h 72h 7d 

对 照 组 0.2525+0.0423 0.2914+0.0129 0.31324+0.0418 0.2231+0.013 0.1991+0.0594 
实验 组 0.0518+0.0008* 0.0612+0.0007* 0.0586+0.0005* 0.0561+0.0009* 0.06214+0.0006* 
i 12.5 8.6 11.42 10.42 9.25 

P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 


*P>0.05( 实 验 组 12 hv 实验 组 24 h). 


2.3 TLR4 的 表达 变化 

实验 组 和 对 照 组 新 生 大 鼠 脑 组 织 均 可 见 TLR4 的 
表达 ,对 照 组 表达 量 少 , 且 无 明显 变化 。 实 验 组 于 缺 氧 
缺 血 后 6h 表 达 开 始 增加 ,12 h 表 达 达 到 高 峰 ,24 h 无 明 
显 变化 ,72 h 和 7 d 表 达 下 降 ,12h 和 24h 组 间 比 较 无 统 


表 2 实验 组 与 对 照 组 大 脑 皮 质 TLR4 平 均 光 密度 (n=40, x+s) 


计 学 意义 (P>0.05), 其 余 组 间 各 时 间 点 比较 均 有 统计 学 
意 (P<0.05, 表 2)。 实 验 组 同 对 照 组 各 个 时 间 点 的 结 
存在 显著 差异 ,实验 组 12h 和 24 了 hh 相 比 P>0.05, 其 余 实 
验 组 各 时 间 点 间 两 两 比较 P 均 <0.05。 

2.4 TLR4 表 达 水 平 与 其 细胞 凋 亡 相关 性 分 析 


分 组 6h 12h 24h 72h 7d 
对 照 组 0.0111:40.0008 0.0105+0.0014 0.0114+0.0007 0.0105+0.0013 0.0112+0.0023 
实验 组 0.32714+0.0333* 0.4359+0.0428* 0.4342+0.0428* 0.300540.0209* 0.2744+0.0288* 
1 26.86 28.127 27.945 38.974 25.73 
P <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 <0.05 
*P>0.05( 实 验 组 12 hw 实验 组 24 h). 
新 生 大 鼠 缺 氧 缺 血 后 大 脑 皮质 内 TLR4 与 凋 亡 细 ”3 讨论 


胞 的 表达 水 平时 正 相 关 关 系 (r=0.452, P<0.01), 即 在 一 
定时 间 内 (HIBD 24 h 内 ) 随 TLR4 表 达 的 逐渐 增多 ,将 
疡 细胞 的 表达 也 呈现 上 升 趋势 ;在 一 定时 间 内 (HIBD 
72 后 ) 随 TLR4 表 达 的 逐渐 减少 , 凋 亡 细胞 的 表达 也 呈 
现下 降 趋 热 。 


新 生 儿 和 缺 氧 缺 血性 脑病 发 病 率 为 0.2%~0.4% ,是 新 
生 儿 期 最 常见 的 脑 损 伤 。 重 者 致 患 儿 死亡 ,部 分 可 遗留 
智力 低下 、 脑 凑 及 疗 病 等 严重 的 神经 系统 损害 ”。1995 
年 首次 应 用 HE 染色 和 DNA 电 泳 方法 ,在 实验 性 HIBD 
模型 鼠 脑 皮质 海马 .丘脑 证 明 新 生 大 鼠 单 侧 脑 缺 血 缺 
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氧 后 ,在 脑 组 织 细 胞 中 发 现 有 凋 亡 特异 性 的 断裂 DNA 
出 现 ”。 此 实验 显示 缺 氧 缺 血 后 6h 可 见 凋 亡 细胞 ,12 
明显 增多 ,24 h 达 到 高 峰 ,72 h 凋 亡 指数 下 降 , 与 对照 组 
比较 各 个 时 间 点 均 有 显著 差异 ,与 此 次 实验 苏 木 精 - 伊 
红 染 色 所 示 病 理 改变 的 严重 程度 相对 应 ,这 就 提示 细胞 
凋 亡 可 能 是 新 生 大 和 鼠 脑 损伤 的 重要 机 制 之 一 。 

有 研究 表明 促 炎 症 介质 的 产生 和 释放 是 介 导 细胞 
凋 亡 的 主要 因素 之 一 ,可 加 重 缺 氧 缺 血 性 脑 细 胞 的 损 
伤 ”" ,TLRs 作 为 固有 人 免疫 反应 关键 的 模式 识别 受 体 
之 一 ,在 诱导 炎症 反应 和 炎症 介质 产生 中 有 着 重要 作 
用 中。 其 中 ,TLR4 主 要 表达 在 小 胶 质 细胞 ,在 神经 元 及 
星 形 胶 质 细胞 中 也 有 表达 所。 当 缺 氧 缺 血 脑 损 伤 释放 
大 量 内 源 性 激活 物 ,TLR4 能 诱导 MyD88 依 赖 和 TRIF 
依赖 的 两 个 信号 通路 ,从 而 触发 一 系列 级 联 免 疫 炎 症 反 
应 ,导致 炎症 反应 失控 。 实 验 研 究 发 现 :TLR4 实 验 组 
在 缺 血 6h 表 达 逐 渐 增 强 ,24 h 达 到 峰值 后 下 降 ,3~7 d 
较 假手 术 组 仍 高 表达 ,其 表达 规律 与 国内 外 人 研究 结果 相 
符 早 ,提示 TLR4 作 为 炎 性 损伤 因子 ,可 能 参与 了 缺 氧 缺 
血 后 脑 损 伤 。 且 TLR4 表 达 与 细胞 凋 亡 达到 高 峰 的 时 
间 一 致 ,说 明 在 新 生 儿 人 缺 血 缺 氧 性 脑病 中 由 TLR4 介 导 
的 炎症 信号 通路 的 过 度 激活 ,可 能 引起 大 量 与 脑 损 伤 密 
切 相关 的 炎 性 介质 的 释放 ,通过 诱导 细胞 凋 亡 加 重 脑 组 
织 损 伤 ,这 与 Jung 等 “用 革 兰 阴性 菌 的 脂 多 糖 激活 
TLR4 信 号 通路 刺激 试管 内 培养 的 鼠 的 小 胶 质 细胞 , 导 
致 细胞 凋 亡 的 结果 相符 ,提示 TLR4 与 细胞 凋 亡 之 间 可 
能 存在 关联 。 因 此 HIBD 后 通过 阻 断 TLR4, 可 能 早期 
阻 断 凋 亡 的 发 生 ,从 而 预防 HIBD 的 发 生 。 
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